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V isinin は
，
ニ ワ ト リ網膜視細胞く錐体細月別 に 特異的 に 存在す る分子 量約24，000， 等電 点約5，5の
可 溶性蛋白質 で ． ふ 卵14 日目以後加齢 と共 に 増加す る 蛋白質と して 見出さ れ た 一 V isinin の視 細胞 に お
ける機能を探 る ため に ， ま ず visinin c o mple m e nta ry D N AくcD NAl の ク ロ
ー ニ ン グを行 っ た ■ ニ ワ ト
リ網膜 の m e ss enge r RN Aくm R N AJ よ り ， 入gtl l ライ ブ ラ リ
ー を作成 し ， 抗 visinin 血清 で ス ク リ ー
ニ ン グ を行な っ た ． 約20万 偶 の フ ァ ー ジの 中か ら ， 4個 の 陽性 ク ロ ー ン が 得 ら れ た が ， す べ て 同 じ
cDN Aイ ン サ ー ト を含 ん で い た ． こ の 中の 一 つ の フ ァ ー ジ く入 vis41 を大腸菌 YlO89に て 溶原化 し ，
p ． ガ ラ ク トシ ダ
ー ゼ と の 融合蛋白質 を作 らせ ， Visinin 抗体 を用 い て We ster n ブ ロ ツ テ ィ ン グ を行な っ
た と こ ろ ， イ ソ プ ロ ピル 月 －D イ オガ ラ ク ト ピラ ノ シ ド で 誘 導さ れ る 融合蛋白質 の みが 反応 し た ■ また ，
エ ピ ト ー プ選択法で Visinin に 対す る純粋 な抗体 を作成 し ， 網膜蛋白質の We ste rnブ ロ ツ テ ィ ン グ を行
う と
，
24k Da 蛋 白質の み が 反 応 し た ． さ ら に ． こ の 抗体 を 用 い て網膜の免疫組織化学 を行 な っ た と こ
ろ ， 視細胞内節 に 強 い 染色が認 め ら れた ． Northe r nハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン よ り ， Visinin mR N Aは
網膜だ けに 発 現 し て お り ， そ の長 さ は約1000塩基であ っ た ． また ， Visinin cD N A をプロ
ー ブに して in
situ ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン を行 な っ た と こ ろ ， 網膜の 視細胞内節 お よび 外顆粒層 に 多く の ブ レ イ ン が
み られ た ． 別 の ラ イ ブ ラ リ ー を こ の CDNA プロ ー プ で ス ク リ ー ニ ン グし ， ほ ぼ完全長の Visinin cD N A
く入Vis251 を得た ． こ の ア ミ ノ 酸配列よ り ， Visinin が少 な く と も 2個 の E－F ハ ン ド をも ち ， カ ル シ ウ ム
と結合 す る能力が あ ると 予 想 され た ． ま た ， 松果体 に お い て も visinin が発現 して お り ， 培養松果体に ，
4
，
000ル ク ス の 光 を 4 日間 あ て 続 け る と ， 暗所で 培養 した場合に 比 べ て 有意に Visinin 陽性細胞が増加す
る こ とが わ か っ た ． 以 上 の 結果 よ り ， Visinin は ， 光受容細胞の み に 存在す る カル シ ウ ム 結合 蛋 白質であ
り ． 光 に よ り誘導さ れ る こ と か ら ， カ ル シ ウ ム イ オ ン を介す る錐体細胞の 光応答 に 関与 して い る 可能性
が 示 唆さ れ た ．
Eey w o rds photo r ec eptor c ells， CD N Aclo ning， C alciu m
－binding， photo ，
tr a n sdu ctio n， Visinin
網膜 は ， 光刺激 をう け ， そ れ を電気信号に 変 え ， 統 の 細胞 の 光応答 は異 な っ て お り ， 梓体 は感度が高く ，
合処 理 した後 ， その 情報 を脳 へ 送 る神経組織 で ある ． 光 の 弱い と こ ろ で 働 き 1 明暗視 に 関係 し て い るの に対
網膜 は ， 視細胞層 と神経細胞層 に 大別 さ れ ， 視細胞 し ， 錐体は ， 感度 が低 く ， 光 の 強 い と こ ろで 働き ， 色
は ， 直接光 を受容 し ， そ れ を生 体信号に 変 え る役目 を 覚 に 関係 して い る ． 従 っ て ， こ れ ら の 視細胞の 波長持
し て お り
， 得体細胞 と錐体細胞 か ら な る － こ の 二 種類 性も 異 な っ て い る ． つ ま り 梓体視物質の
ロ ド プシ ンの
A bbreviatio ns ニbp， ba sepairsニ B S A， bo vin e s er u m albumin 三 CD N A， C O mple
m e ntary
D N Ai CG M P， CyClic G M P三 D M E M， Dulbe cc o
，
s m odified Eagle
，
s m ediu mi E D T A，
ethyle n edia min etetra acetic a cidi F C S， fetal c alfs eru miIP T G， is opr op yl P
－ D， gala ctopyr
－
a n o sideこ m R N A， m e S S e nge rR N Aニ O R F， Ope n re ading fram e三P A G E， pOlya cryla mide g
el
Visinin cD N Aの ク ロ ー ニ ン グ
吸収極大波長が 495n m で ある の に 対 し ， 三 種 の 錐体
現物質の 吸 収 波長 は そ れ ぞ れ 青 く420n ml， 緑 く530
血I， 赤 く560n面 と な っ てい る ． こ れ は 光受容物質が
異なる た め で あ る ■ 梓体 外節 に お け る光刺激 を電気信




光刺激を受 けた 後 ， 梓 体細胞外節 で は ， ロ ド プ シ ン
が， メ タ ロ ド プ シ ンエIに な り ， トラ ン ス デ ュ
ー シ ン の
ぽ サブ ユ ニ ッ ト を活性化す る ■ そ して ぼ サ ブ ユ ニ ッ ト
がPy サ ブ ユ ニ ッ トか ら離れ ， CyClic G M Pホ ス ホ ジ
エ ス テ ラ ー ゼくCG M Ppho sphodie ste r a s eくP D EIlの y
サブ ユ ニ ッ ト に 結合 す る と ， PD Eが 活性化 さ れ ，
cG MP が急速 に 分解 さ れ る ． cG M Pは ， 梓体外節形質
膜の Na＋ チ ャ ン ネ ル に 直接作 用 し て こ れ を 開 く作
即 が あ る の で ， CG M P が減少 し た 結果 ， 外 節 の
Na＋ チ ャ ン ネ ル が 閉 じ ， 過 分極 を引き起 こ す と 考 えら
れてい る ． こ の よ う な反応 が錐体細胞外節 で も起 こ っ
ている と考 え られ て い る が ， ま だ よ く わ か っ て い な
い ． また ， 網膜の神経網胞層に は ， 水平細胞 ， 双 極細
臥 ア マ ク リ ン 細胞 ， 神経 節細胞の 4 種類の 細胞が あ
り， 光情報 を処理 して い る ．
光応答の た め に ， 網膜 ， 特に 視細胞 に は他の 組織 に
はみられ な い 特異的な蛋白質が発現 して い る ． 代表的
なもの と して ， 上 記 の反応 に 関与す る ， オ プ シ ン
3卜 の
，
トラ ン ス デ ュ ー シ ン
8川




， 色覚物質く青， 赤 ， 緑1
11112I
，
CG M P依存性 Na
チャ ン ネル ， S抗原
1釣
な どが知 られ て い る ． 近年 ， 遺
伝子操作 に よ り ， こ れ ら の 構造が わ か っ て き た ．
Visnin は19．83年 に 畠中ら 川 が ， 発達期 ニ ワ ト リ網
膜に特異的 な 蛋 白質 と し て 見 出 し た も の で ， 抗
Visinin 血 清 を用 い た免疫組織化学的研究 に よ り ， 錐
体細胞の 内節 に 多く含 ま れ ， 梓体細胞 に は存在 しな い
ことがわ か っ て い る
1 封
． しか し， そ の 構造 お よ び 機能
は明らか で ない ． 本論文 で は visin in の 錐体細胞内で
の機能 を探 る た め に Visinin c o mple m e nta ry D N A
くcDN Al の ク ロ ー ニ ン グ を 行 い ， そ の 諸性質 を調 べ
た ．
材料 お よ び方法
工 ． ニ ワ トリ網膜 入 gtllcD N Aラ イ ブ ラ リ ー の 作
成
ニ ワ ト リ胚く19日齢ナ網膜 か らの R N Aの 単離 は ，
659
C hirgwin ら の 方法161に 従 っ た ． 網膜組織 を4 M グア
ニ ジウ ム チ オ シ ア ネ ー ト溶液中で粉砕 し1 それ を 5． 7
M 塩化 セ シ ウ ム に 重層し ， ペ ッ ク マ ン ロ ー タ ー S W
50．1 で 35krpm ， 14時間遠心 し， 全 R N Aを得た ． 抽
出 した 全 R N Aを Aviv ら の 方 法171 に 従 い オ リ ゴ
くd Tl セ ル ロ ー ス カ ラム に か け ， ポ リ くAl＋R N A を得
た ． ニ ワ トリ網膜 の 1gtllcD N A ライ ブ ラ リ ー 作成
は ， Huynb らの 方法
181に 従 っ た ． ま ず， ニ ワ トリ網膜
ポ リ くAl
＋
R N A lOJL g よ り ， Gublerと Hoffm a m の
方 法瑚 に 従 っ て オ リ ゴ くdTケ プ ラ イ マ ー を ポ リ
くAl＋R N Aに ア ニ ー ル した 後 ， 逆転写酵素を用 い て 一
本鎖 cD N Aを合成し た ． 次に 大腸菌 R Nas eH で ，
R N AID N Aハ イ プ リ ッ ト中の R N Aに ニ ッ ク を い
れ
，
大腸菌 D N A ポ リメ ラ ー ゼ に よ っ て R N A鎖 を
D NA 鎖に 置 き換 え た ． 最後 に ， T 4 D N A ポリメ ラ ー
ゼ に よ り ， 3
，
末端 の 突出 を除去 し た ． 合成 さ れ た
cD N Aの 内在性 Ec oRI 部位 を Ec oRI メ チ ラ ー ゼ に
よ っ て メ チ ル 化 し， 両端に Ec oR エ リン カ ー を付 けた
後 ， Ec oR I で消化し た ． その後 ， Bio －gel A 50m カ ラ
ム く0．2X30c ml に のせ ， S T Eく10mM ト リス 塩 酸 ，
pH 7．5， 1m M E D T A， 100m M 塩化ナ ト リ ウム1で溶
出し ， 1gtllベ クタ ー くEc oRI 消化． フ ォ ス フ ァ タ ー
ゼ処理 済み1 の Ec oR I部位 に 挿入 し た 後 ， in vitr o
パ ッ ケ ー ジ ン グ に よ っ て フ ァ ー ジライ ブラ リ ー を作成
した ． 入gtll ライ ブラ リ ー を大腸菌 Yl O88に 感染 さ
せ ， 独立 ク ロ ー ン の 数 を調 べ ると ， フ ァ ー ジア ー ム 1
ル g 当た り約 2 XlO
5 個の ク ロ ー ン を含ん で い た ．
II． 杭 visinill 血清 に よ る 入 gtll ラ イブ ラ リ ー の
ス ク リ ー ニ ン グ
大腸 菌 Y lO90に ．1釘11 ライ ブ ラ リ ー く2xlO
5
plaqu efo r ming u nitくpfu11を37
0
C， 15分間感染さ せ ，
ト ッ プア ガ ル と と も に プ レ ー トく直径90m m17枚く約
3xlO4 pful 枚1に ま き ， 42
0
C で 4 時 間培養後 ，
10m M I P T G を し みこ ま せ た ナ イ ロ ン フ ィ ル タ ー
く82m ml を各 プ レ ー トの 上 に お き ． 3時間 ， 37
0
C で 培
養 し た ． そ の 後 ， フ ィ ル タ ー をは ずし0．5％ ス キ ム ミ





時間培養 し， 抗 visinin 血 清5 rn1く1000倍希釈1と室温
で 一 晩 反 応 さ せ た ． そ の 後 ． tris－buffer ed s alin e
くT B SH50m M トリス 一 塩酸 ， pH 8．0， 150m M 塩化
ナ ト リ ウ ム1 中で10分間 ， 0． 1％ ノ ニ デ ッ ト Pt40ノ
T B S中で10 分間 ， 再び T BS中 で10分間洗 い ， ペ ル オ
electrophor esi ニ P A P， pe r O Xida se－ a ntiper o xidas eニ P B S， pho sphate－buffer ed s alin eニ P D E，
phosphodie steras e三 pfu， plaqu efor ming unit三S D S， S Odiu m dode cyl s ulfateニ S S C， S Olutio n
COntaining O．15 M NaCl＋ 0．015M s odiu m citr ateニ TBS， tris－buffered s alin e
660
キ シ ダ ー ゼ で ラ ベ ル し た 抗 ウ サ ギ 工gG 抗体 くヤ ギ1
5mlく1，000倍希司附 と37
0
Cで 1時 間反応 さ せ た ． そ の
後． 上 と 同様 に 洗 い ， ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 用 の 発 色液
40mlく3，3
，
ジ ア ミ ノ ベ ン チ ジ ン 10m g ， 30％過酸化水素
15声1， 0．1 M トリス
一 塩酸 ， pH 7 ．41 中で 発色 さ せ
た ．
1II． S 川 thern ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン
高分 子量 D N Aは ， Blin らの 方法
20，に 従 い ， ニ ワ ト
リ肝臓 か ら調整 し た ． 得 られ た D NA を ， Ba mH Iお
よ び EcoR 工 で 処理 し た後 ， 0 ．8％ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電
気泳動 を行 な っ た ． So uthe rn 法
21りこ よ り ， ナイ ロ ン 膜
くGene Sc r e en社 ， 米 国1 へ DN A を ト ラ ン ス フ ァ
ー
した 後 ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン 溶液 く50m M トリス
一
塩 酸 ， pH 7． 5 ， 1 M 塩 化 ナ ト リ ウ ム ， 1 m M
etyle n edia min etetr a a c etic a cid くE D TAi， XlO
De nha rdt 溶液 ， 0．1％サ ル コ シ ル ， 500JL glml変性白
子 D N Al申で ， 65
0
C． 16時間反応 させ た ． そ の 後 フ ィ
ル タ ー を X 2 S S CくXIS S Cニ 0．15M 塩化 ナ トリ ウ ム
＋0．015M クエ ン 酸 ナ ト リ ウ ム1 く室温1， X 2 S S CJ
O．1％サ ル コ シ ル 中 ， 65
q
C で20分ずつ 3 回 洗 い ， 再 び
x 2 S S Cく室温1 で 洗 っ た 後 ， オ ー ト ラ ジ オ グ ラ
フ イ ー を行 っ た ．
N
．
No rtbe r n ハ イ プ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
ニ ワ トリ網膜 ， 脳 ， 肝臓 ， 心臓 ， 小腸 ， 腎臓な どか
ら ， 全 R N A を調整 し ， 各 60〆 g ずつ グリ オ キサ
ー ル
で 変性 させ ， 1％ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電気泳動 を行 っ た ．
泳 動後 ， R N Aをナイ ロ ン膜 くPall社 ， 米 国りこト ラ ン
ス フ ァ ー した後 ， No rther n ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン
を行 っ た ． プ ロ ー ブ は Southe rn ハ イ プ リ ダイ ゼ
ー
シ ョ ン と同 じ プ ロ ー プ を 用 い た ． た だ し ， こ の 後の 洗
も1は ， XO ．1 S S CJO．1％サ ル コ シ ル く65
0
Clで20分間ず
つ 3 回行 っ た ．
V ． プ ラ ー ク ハ イ プ リ ダ イゼ
ー シ ョ ン
プ ラ ー ク ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン は ， Bento n－
Da vis の 方 法22，に 従 い ． No rthe rn ハ イ プ リ グ イ ゼ
ー
シ ョ ン と同 じ プ ロ ー プ を用 い て ス ク リ ー ニ ン グ を 行
な っ た ． す な わ ち 3 XlO
4
pfuノ枚に な る よ う に ， ニ ワ
トリ網 膜 入 gtll ライ ブ ラ リー く計 6 XlO
5
p叫 を ま
き ， 固定 した 後， No rther n ハ イ プ リ ダイ ゼ
ー シ ョ ン
と 同 じ条件 で反応 さ せ た ． No rthe rn ハ イ プ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン と同 じよ う に 膜 を洗 っ た 後 ， オ ー ト ラ ジオ
グ ラ フ イ ー を行 な っ た ．
Vl． エ ピ ト ー プ選 択法 に よ る 抗体 の 精製 と ウ エ ス タ
ン プ ロ ツ テ ィ ン グ
入Vis4くへ 10000pful をア ン ピ シ リ ン を含む プ レ
ー ト
く90m ml に ま き ． 42
O
C で 6時 間保温 後 ， 10m M
形
is opr op ylP －D－gala ctopyr a n o sideくIP T Gl をし みこ
ま せ た ナ イ ロ ン 膜 をの せ ， 37
0
C で 2時間保温した ． ナ




1 時 間反応後 ， ス ク リ ー ニ ン グ に 用 い た抗
visinin 血 清 く1，0 00倍希 租 各 5 ml 中で 一 晩室温で保
温 した ． 0．5％ トリ ト ン X－100を 含む ス キ ム ミ ルク液
で10分間ず つ 室温 で 3回膜 を洗 っ た 後 ， 蒸留水で膜を
洗浄 し ， プ ラ ー ク の 蛋白質 を結合 さ せ た 面 を上 に し
て ， 新 しい シ ャ ー レ に 移 し ， 2rDl の 溶 質溶液く5m M
グリ シ ン溶液 ， pH 2．3， 0．15 M塩化ナ ト リウ ム ， 0．1
m glml bo vin e se r u m albu min くBSAllを入 れ ， 膜面
上 で 1分間揺 ら し て 水中 の 試験管 に 移 し ， 同様に2
ml， さ ら に 1ml の 溶 質溶液で溶出さ せ た ． す ぐに1
M トリス 70ノ上1 を加 え ， 抗体 溶液 と して 用い た
23I
．
We ste rnプ ロ ツ テ ィ ン
．
グ は ， To wbin ら の 方法
241に
従 っ た ． す な わ ち ニ ワ ト リ 胚1 9 日齢 の 脳 ， 網膜 ， 肝
臓 ， 腎臓 ， 小腸 の 各 可溶性分画 5叫 g を12．5％
s odium dode cyl sulfate くS D Sトpolya c rylami de gel
ele ctr opho r e si くP A G El で 分離 した 後 ． 25m M トリ
ス
，
1 92m M グ リシ ン
，
20％ メ タ ノ ー ル 中電気泳動的
に ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 へ 転写 した ， そ の 後 ニ トロ セル
ロ ー ス 膜 を0．5％ ノ ニ デ ッ ト P－40ノP B S中でひ たし ，
S D Sを除い た 後 ， 3％ B S AJ
，
P B S中 で37
0
C， 1時間
保温 し， 抗 visinin 抗体 と 一 晩室温 で 反応させ た ． 以
後 は ， 抗体 に よ る ラ イ ブ ラ リ
ー の ス ク リ ー ニ ン グと同
じ方法 を用 い た ．
耶I
． 清原 菌 か らの 融 合蛋 白 質の 精製
入 vis4 フ ァ ー ジ を Y l O89 に32
0
C， 20分間感染させ ，
そ の 後 プ レ ー トに ま き ， 32
0
Cで培養 した ． 1個ずつ コ
ロ ニ ー をブリ ッ トつ き の フ ィ ル タ ー 2枚 に 爪楊枝で移
した 後 ， 1 枚は42
0
Cに ， 1枚 は32
0
Cで 培養した － 32
0
C
で 成育 し ， 42
0
Cで 成育 し ない コ ロ ニ ー を選 び 了 溶原菌
と した ． こ の溶原 菌 を ， 30ml の培養液 2本 に 入 れ．
32
0
C で成育 さ せ ， 0 ．D ．600三言0 ．5の 時点で ， 45
0
Cの 恒温
槽 へ 移 し， 20分間培養 し た 後 ， 10m M に な るよ うに
IP T G加 え ， 37
0
Cで 培養 し た ． 融解が 起 こ る前に集菌




Cで 凍結．させ た ． そ の 後凍結融解 を2度くり
返 し， トリ ト ン X－100を 最終濃度 1 ％ ， リ ゾチ
ー ムを
1 mglml に な る よ う に 入 れ ， 4
Q
Cで30分間反応後， 遠
心 し ， その 沈殿 を用 い た ■
Y軋 塩基配 列 の 決 定
Sa nge r らが 開発
訪， し ， M e ssing に よ っ て改良され
た
溢， ジデ オ キ シ 法 を用 い て ， Visinin cDN Aの 塩基配
列 を決定 した ． D N A断片 を M 13m p18及び mp19
に
組 み込 み JMlOlに 導入 した 乳
一 本鎖 フ ァ ー ジを増
Visinin cD N A の クロ ー ニ ン グ
殖し， その D N A を回収 した ． 相 補鎖 D N Aの 合成
は， ジデオ キ シ ヌ ク
レ オ チ ドお よ び E le n o wフ ラ グ メ
ン ト， あ るい は シ
ー ケ ネ ー ス 存在下で 4 種の 色素プ ラ
イ マ ー を用 い て 行 な っ た ． 6 ％ ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド
く8．3 M 尿素を含 むン ゲ ル を用 い て ， シ
ー ク エ ン サ ー
370 Aく BI杜 ， 米 国い こて塩基配列 を決定 した 一
班 ． Iェ situ ハ イ ア リ ダ イゼ
ー シ ョ ン
ふ卵後3 日目の ニ ワ ト リ を ， 4 ％パ ラ ホ ル ム ア ル デ
ヒドノPB S で濯流固定後 ， 眼 球 を摘出 し， 同液で 後固
定を行い ， 10へ 2叫 m の凍結切片を作製 した ． ブ ロ
ー
プは， No rtbe m ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン と 同 じ プ
ロ ー プ を用い ， 亡ぼ 一 発 トd C T P でニ ッ ク トラ ン ス レ ー
シ ョ ン ラ ベ ル した後 ， 50m M リン酸緩衝液くpH 7．引 ，
50％ホ ル ム ア ル デ ヒ ド ， X 2 S S C， X I Denhardt，
2％サ ル コ シ ル ， 0．2 9M 2－ メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル ，
250JL glml変性白子 DN A， 100m glml デ キス ト ラ ン
硫酸中 で ， プ レ ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン 後 ， プ ロ ー プ
D N A を入れ， 37
0
Cで 14時間 ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン
させた ． 洗い は ， X 2 SS C， 室温 で30分間の 後 ， X
O．1 SS C10．1％ トリ ト ン X－100中で50
O
C， 40分間ずつ
3回行な っ た ．
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X ． 免疫組織化学
ふ 卵後 3 日目の ニ ワ トリ を同様 に 固定後 ， 凍結切片
を切り出し ， 3％ B S AIP B S中で 1時間反 応後 ， エ ピ
ト ー プ選択法 で 純粋 に した抗体 と反応さ せ た ． 発色は
pe ro xida s e－ a ntipero xida seくP A PI 法を 用 い た
印
．
X I． ド ッ ト プ ロ ッ テ ィ ン グ
ふ 卵後 ． 3000へ 4000ル ク ス 下 で 3 日間飼 っ た ニ ワ ト
リ 3羽 と ， 暗所 で 3 日間飼 っ た ニ ワ トリ 3 羽 よ り それ
ぞれ 松果体 を摘出 し， その ホ モ ジネ ー ト を ニ トロ セ ル
ロ ー ス 膜 に10， 20， 40JL g ず つ の せ た後 ， 抗 visinin抗
体を用 い て ， イ ム ノ ブ ロ ッ テ イ ン グ を行 な っ た ．
XH ． 松果体 の 培養





s m ediu m くD M E MVl O％ fetal
c alfse r u mくF CSl の 培養液 ， 10％ C O2 の37
8
C恒温槽
中で ， 一 方は4，000ル ク ス の 蛍光灯下 ． も う 一 方 は 暗
所 で 4 日 間培養 した ． 組織化学 は上 述と 同じ方法 で行
な っ た ．
X III
． 試 薬 類
実験 に 使用 し た 酵素 お よ び 薬 品 は下記 か ら得 た ．
Ea － 32Pトd C T Pく3，000 Cil m m ol ， Ea － 32pトdA T P
Fig． 1． Scre e ning of a chicke n retin al 入gtll libra ry by u sing a nti
一visinin s e r u mA
T he 入 gt l lcD N A libr a ry w a s sc r e e n ed by u sing a nti
－Visinin s er u m． Fo u r
po sitiv e clo n es w e reis olated fr o m abo ut 2xlO
5
r e c o mbin a nt cD N Aclo n es－
T hes e clo n e s c o ntain ed the sa m e cD N A in s e rt く620 bpl． T he spots on each
filter r epr e se nt po sitiv e clo n e s．
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く3，000 Cilm moりくArn e rsha m ， 英国1， 入 gtl ， ブ ル
ー
ス ク リ プ ト ベ ク タ ー ， in vitr o パ ッ ケ ー ジ ン グ キ ッ ト
くStr atage n e， 米国1， ア ン ピ シ リ ン ナ トリ ウ ム ， テ ト
ラ サイ ク リ ン 塩酸塩 ， イ ソ プ ロ ビ ル ダ ． D－ チ オ ガ ラ ク
ト ピ ラ ノ シ ド く和光 ， 大 阪1， 5 プ ロ モ ー 4－ タ ロ ロ
ガ ーD－ ガ ラ ク ト シ ド く半井 ， 京都1， 制限酵素 Ec oR l，
PstI， Pv uII， D N A ポ リ メ ラ
ー ゼ I ， M 13m p1 8お よ
び mp19く東洋紡 ， 大 阪1． T 4 D N A ライ ゲ ー シ ョ ン
キ ッ ト， バ ク テ リ ア ル ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ
ー ゼ ，
D N A ポ リメ ラ ー ゼ ク レ ノ ウ フ ラ グメ ン ト く宝 酒造 ，
京都1， 制限酵素 Kpn工くべ ー リ ン ガ ー マ ン ハ イ ム ， 西
独1， ナ イ ロ ン フ ィ ル タ ー くGe n eSc re en ， 米国1ナイ ロ
ン フ ィ ル タ ー くPall， 米 国1， X線 フ イ ル ム くKoda ck ，






Visinin cD N Aの ク ロ ー ニ ン グ
V isinin cD N A を クロ ー ニ ン グす る た め に ， まず，
visinin が 多く発現 して い る ニ ワ トリ胎児く19日 掛 網
膜 の CD N A ライ ブ ラ リー を作成 した ． ベ ク タ ー は ，
入gtll発現 ベ ク タ ー を用 い ， IP T Gを加 え ， ガ ー ガラク
ト シ ダ ー ゼ と の ．融合蛋白質 を発現さ せ た 後 ， ニ ワ トリ
visinin に 対 す る ウ サ ギ抗血 清 を用 い て ス ク リ ー ニ ン
グ し た ． 約20 万偶 の ク ロ ー ン よ り ， 4個の 陽性ク ロ ー
ン が 得 ら れ た く図 11． こ れ ら の陽性 ク ロ ー ン の フ ァ ー
ジ D N A を抽出 し， CD N Aの 制限酵素地図を作製する
と ， 4個 と も 同 一 で あ っ た ． そ こ で ， そ の う ちの1つ
く入 vis41 の cDN A をpU C 18 の Ec oR I部位にサブ
ク ロ ー ニ ン グ し ， 以後 の 実験 の D N A プロ ー プとして
Fig． 2． Indu ction ofthe P －gala cto sida se－ Visinin
fu sio n pr otein by I P T G． Lys ogens of l vis4
w e reindu c ed withく＋l or witho utく－1is opr o．
p yl P －D－thiogala ctop yr a n o side tI P T Gl． A fte r
the indu ctio n， C ells w e r e c olle cted a nd lys ed■
T he c ell lys ate s w er e electr opho re s ed o n a
7．5％ S D S－pOlya crylamide gel． T he sapa r ated
pr otein s w e r etr a n sfe r red to a nitr o c e11ulos e
filte r a nd re a cted with a nti－ Visinin s e ru m． A
slngle pr otein ba nd w a sdete cted by visinin
se r u m． T he figu re s o nthe left side
in dic ate k Da ． A二 Co o m a ssie blu e stain ． Bこ
Im m u n oblot with a nti．visinin s eru m． T he
a r r o windic atesthe fu sio n pr otein ．
V isinin cD N Aの ク ロ ー ニ ン グ
用い た く図 31． ま た ， こ の 陽性 フ ァ
ー ジ の 産 生 す る
針ガ ラ ク ト シ ダ
ー ゼ ーVisinin 融合蛋 白質が ， ス ク リ ー
ニ ングに 用 い た 抗体 と反 応 する か を確 か め る た め に ，
1 vis4 を大腸菌 Y lO89に 感染 させ ， 清原化 し た ． こ の
溶原菌よ り ， 1P T G を加 え る こ と に よ っ てガー ガ ラ ク ト
シダ ー ゼ ．visinin の融合蛋白質 を作 ら せ ， そ れ を 部分
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精製 し た 後 ， We stern プ ロ ツ テ ィ ン グ を 行 っ た く図
2ト王P T Gを加 え る こ とに よ っ て ， 融合蛋 白質が発 現
し， しか も ， ス ク リ ー ニ ン グ に 用 い た抗体 と反 応 した
こ と に よ り ， こ の フ ァ ー ジク ロ ー ンが ， 抗血 清と 反 応
す る融合蛋白質 を作っ て い る こ と が確認さ れ た ． 得ら
れ た cDN A の長 さ は
， 約62 0 塩基対 で あり ， 完 全長
100bP
二．．．．．．．．
Fig． 3． Re strictio n e n zym e m aps a nd sequ e n cing str ateg y of 入vis4 a nd 入 vis25．
T he s olida nd open bo x e sindic ate the c oding a nd n o n－ C Oding reglO n S，
re spectively． The a row s unde rthe cD N A indic ate the dir e ction and e xte nt of
S equ e n C edete r min atio n fo r e a ch fr agm e nt． A lln u cle otides sequ e n c e s w e re





トノ1．000塩基 対いこ足 りな い た め ， 得 ら れ た CD N Aの
5
，
側の Ec oR 工断片 を ブ ロ ー プ に し て ， 別 の ニ ワ ト
リ網膜 1gtllcD N A ライブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ
した ． 約60 万偶の ク ロ ー ン 中に ， 約60個 の陽性 プ ラ
ー
クが 認 めら れ ， 最終 的に16個 の 陽性 ク ロ ー ン を単離 し
た ． その う ち の 一 つ く入vis251の CD N A断片を切 り出
し
，
ブ ル ー ス ク リ プ ト K Sく＋1の Kpn トSa cI 部位 に
サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し た ． こ の ク ロ ー ン の CD N Aく入
vis 2別 の 長 さ は861塩 基対く図 3Iで ， 以 前に 得 ら れ た
cD NA の 3
，
側 と合 わせ る と全体 でく旬 950塩基対1と
なり ， ほ ぼ完全長で あ っ た ．
H ． エ ピ ト ー プ選択法 に よ る 杭 YisimiIl抗体の 精製
V isin in は
， 分子 量お よび 等電点 な どの近似性 か ら ，
形
カ ル ビン ジ ン くc albindinl を精製の過程で完全 に 除く
こ と が で き な か っ た ． 実 際 ， 中枢神経 や腎臓で の抗
visinin 血 清を 用 い て の 免疫組織化学 で ， そ の染色パ
タ ー ン は ， カ ル ビ ン ジ ン の 分布 と 非常 に よ く似て い
た
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． こ れ は抗 visinin 血清 の 一 部が カ ル ビ ン ジ ンと
反 応 した た め だ ろう と 考 えら れ た ． ま た カ ル ビ ンジン
で あ らか じめ 血清 を吸 収す る と ， 小脳 や 腎臓と 反応し
な く な る こ とが 免疫組織化学的に も ， We ste rnプ ロ ツ
テ ィ ン グ に お い て も確か め られ た ． しか し ， ニ ワ トリ
網膜 に お い て は ， 抗 visinin 血 清を カ ル ビン ジ ンで吸
収 して も ， 光受容細胞 く錐体細胞いこ染色が認 められ
る291こ とに よ り ， visinin は カ ル ビ ン ジ ン と は異なる物
質 で あ る と考 えら れ て い た ． そ こ で ， 今 回 ク ロ ー ニ ン
Fig． 4． We ste rnblot a nd im m u n ohistoche mic al cha r a cte riz atio n with
epitope
－ Se－
1e cted a ntibody． A ． Weste rn blot a n alysIS With epitope
－ Sele cted visinin
a ntibody． Totalpr oteinsくabo ut 50JL glfro m v a rio u stiss u es w e r e separated by
ele ctr opho r e si on a 12．5％ S D S．polya c ryla mide gel a nd blotted to a
nitr o c ellulo s efilter and then epitope－ Sele cted a nti－Visinin a ntibody w a s applied．
T he r e a cted a ntibody w a s vis u aliz ed by re a cting with anti
－ rabbitIgG－pe r O Xid－
a s ea nd 3，3
，
－dia min obe n zidin e． An a rr ow indicates apo sitio n of visinin in
chicke n r etin al s oluble protein ． C hick brain くIan e11， r etin aく1a n e21， 1iv e rく1a n e
31， kidn ey く1a n e41 a nd inte stine く1an e51． B． Im m u n ohisto che mistry with
epitope－S ele cted visinin a ntibody． Retin al くal， pin e al くbl， C e r ebella rくcl a nd
r e n alくdJs e ctio n sfro m3－days－ Oldchicke n w er e r e a ct d withthe epitope－Sele ctA
ed visinin antibody． T he photo re c epto r c ells w e reindic ated by a white a r r o w
in くal． The ba rs r epr e se nt50JL m ．
Visinin cD N Aの ク ロ ー ニ ン グ
グした陽性 フ ァ
ー ジ を Y lO90に 感染 させ ， 王P TG で融
合蛋白質を作 らせ ， 抗 visinin 血清と
一 晩室温 で反 応
させ た ． そ の後 ， T B Sハ ウィ ー ン20溶 液 で 3回 洗 う
ことに よ っ て非特異的 に 吸着 して い る抗体 を除去 した
乱 5 m M グリ シ ン溶 液くpH 2．3I で 融合蛋 白質 と特
異的に反応 して い る 抗体 を溶 乱 回収 し た ■ こ の 抗
visinin 抗 体 を 用 い て ， 各 組 織 の 可溶 性分 画 と の
Weste rnブ ロ ツ テ ィ ン グ を行 っ た く図 4Al． 網膜 の
24k Da の 蛋白質 と のみ 反応 し ， 他の 組織 に は 反応す る
蛋白質が認 め られ な か っ た ， ま た ， 組織化学的 に も ，
ニ ワトリ網膜 の光受容細胞く錐体細胞I との み反応 し ，
カル ビン ジ ン が 多 く認 め ら れ る小脳 の プ ル キ ン エ 細
胞， 腎臓と は全 く反応 しな か っ たく図4 Bl■ 以 上 の こ と
Fig．5． No rthe rn a n alysIS by u slng Visinin
CD N Aa s aprobe ． Total R N As w er e e xtr a ct－
ed fr o m the r etin aくIa n elJ， br ain く1an e21，
liv erく1a n e31， he a rtく1a n e41， inte stin eく1a n ep51
a nd kidn ey く1a n e61 fr o m 1 9－day－01d chick
e mbryo sby the gu a nidin e m ethod and ap plied
O n a l％ aga ro s egelくabo ut60JJg R N AIla n el，
a ndtr a n sfe rred to a nylon filte r． T he filte r
W aShybridiz ed with nick－tra n Slated Ec oR I
fr agm e nt く3 65 bpl． A fte r w a shing at high
Stringen cy， it w a s e xpo s ed to a X －r ay film ．
Positio n s of 28Sa nd 18Sribo so m al R N As are
Sho w n on the right side a s mole cula r siz e
m a rker．
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よ り ， 今回 ク ロ ー ニ ン グし た cD N Aは ， ニ ワ ト リ網
膜錐体細胞 の カ ル ビ ン ジ ン と は異な る 24k Da 蛋 白質
くvisin軸 を コ ー ド して い る と考 え られ た ．
III． No rtbe r n ハ イ プ り ダ イゼ ー シ ョ ン と So nth
e rn ハ イプ リ ダ イゼ ー シ ョ ン
V isinin m e ss e ngerR NAくmR N Alの 網膜特異性 お
よ び その 長さ を 調 べ る た め に ， その CD N AくEc oR I
断片， 365塩基対ンを プ ロ ー ブ に し， 19 日目の ニ ワ ト リ
胚の 各組織か ら抽出 した R N A を用い て No rthe r nハ
イ プ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 っ た く図 5ト Visinin
m R N A は， 約 12Sく約1，000塩基Iで ， 網膜だ け に 発現
して お り ， 他 の 脳 ， 小腸 ， 腎臓 な ど に は 認 め ら れ な
か っ た ． また ， 同じ プ ロ ー ブ を用 い て ， Ba mH 工 あ る
い は Ec oR I で 消化 し た ニ ワ ト リ ゲ ノ ム D N A と
So uthe r nハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン を行 な う と ， 各 々
反応 す る バ ン ドが 一 本 だ け認 め ら れ ， Visinin 遺伝 子
は単 一 コ ピ ー で ある と考 え られ た く図61．
Fig．6． So uther n a n alysis by u sing a visinin
CD N Apr obe． T he gen o mic D N A is olated
fr o m a chick liv er w a sdige sted with Ba mH I
ロa n ella nd Ec oR IくIa n e21， a nd ap plied on a
O．8％ aga r o segel くabout 20FLg11a n el a nd
tr a n sfe rr ed to a nylo nfilte r． T he filte r w as
hybridized with nick－tra n Slated Ec oR I fr ag
－
m e nt く365 bpl， W a Shed with X 2 SS C， a nd
e xpo s edto a X－r ay film ． Refer e n c e m a rke rs
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Fig． 7． Nu cle otide s equ en c e of visinin cD N A
a nd a dedu c ed a mino a cidsequ e n ce． Nucleo－
tide s equ en c e a re n u mbe r ed o n the left side，
begin ning with the first r e sidu e ofthe A T G
triplet e n c oding theinitial m ethionin e， a ndthe
nucle otide s o nthe 5
，
－ Side ofthe s equ e n c e a r e
show nby n egativ enu mber s． T he n u mbe rs of
dedu c ed a min o a cid sequ en c e a r e sho w n on
the right side begin ning with the initiating
m ethio nine ． T he polyade nylatio n sign al
A A T A AA a r e u nde rlin ed a nd
． ＋ ． indic ate s
the stop c odon ．
0－ 0 － OG一王0岬 －E
形
IV． Visinin の 一 次補遺
Sange r の ジ デ オ キ ン 法 を 用 い て visinin の
cD N Aの 全 塩基配列 を決定 し た く図 71． V isinin
cD N A は非翻訳領域201塩基対 ， 翻訳領域576塩基対，
3
，
非翻訳領域174塩基対か ら な り全体で951塩基対で
あ っ た ． visinin mR N A は約 1 k b で ポ リくAl＋ が約
100 あ る と考 えれ ば ， こ の CD N A は ほ ぼ完全長であろ
う と 考 え ら れ た ． 推 定 さ れ る Visinin の 分 子 量は
22，452， 等電点 は約5．0 でvisinin 蛋白質の デ ー タく分
子 量 や 等電点ナ と ほ ぼ 一 致 して い た ． 3
，
非翻訳領域
に は ， ポ リくAI
＋ 鎖18塩基上流 に ポ リ くAナ十 付加 シ グナ
ル くA A T A Al が 認 め ら れ た ． ア ミ ノ 酸配列よ り ，
visinin と他 の 蛋 白質と の ホ モ ロ ジ ー を調 べ る と ， カ
ル モ ジ ュ リ ン ， ト ロ ポ ニ ン C と そ れ ぞ れ相同性が認め
られ た く図81が ， ビタ ミ ン D依存性 カ ル シ ウ ム 結合蛋
白質の か レビ ン ジ ン との 相同性は認 め ら れ なか っ た ．
しか も ， その 相同部位 を み ると ， カ ル シ ウム 結合部位
お よ び そ の 周 囲の ぼ 一 ヘ リ ッ ク ス に ホ モ ロ ジ ー が 高
く
．
visinin が ， 少 な く と も 2 つ の E，F ハ ン ド構造を
持 つ こ と が 予想さ れ た ． ま た N末側 に も 同様の構造が
認め られ る が ， 典 型的な E－ F ハ ン ド構造 をと らず， 実
際 は ， カ ル シ ウム が 結合 しな い 可能性 が あ る ． 月 ．ガラ
ク ト シ ダ ー ゼ との 融合蛋白質が で き る読 み 方は1通り
しか な く ， そ の フ レ
ー ム 以 外 は ， 長 い オ ー プ ン リ ー
デ ィ ン グフ レ ー ム くope n r e ading fr a m eくOR Fllはと
れ な か っ た ． ま た ，
一 番長 い O RF の 5
，
非翻訳領域
に は ， 3個 の終止 コ ド ン く－138番目 の T A A． 棚 番目
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Fig． 8． Ho m olog y ofvisinin with c alciu m
－binding pr otein s． The a min o a cids a r e
e xpre s sed a sthe slnglelette r． T he e ss e ntial a min o a cids fo r c alciu m
．binding
do m ain s a r e m a rked abo v ethe s equ e n c e s こ0， OXy ge n C O ntaining r e sidu ei G，
glycin e芸 I， isoleu cin ei E， gluta m ate． V S， Visinini C M， C alm odulini T C，
tr opo nin C． T he symboIs， l a ndニ reprePe nt the m atching of the sa m e a nd
simila r a min o a cids， r eSpe Ctiv ely．
V isinin cD N Aの ク ロ ー ニ ン グ
の T A G，
－33番 目 の T A Al が 存在 し ， 1 番 目 の
AT G か ら翻訳領域 が始 ま る こ とが 考 え られ た ．
v ． In sitn ハ イ ア リ ダ イゼ
ー シ ョ ン
visnin mR N Aの 網膜 で の 局 在 を調 べ るた め に ， ニ
ワ トリ網膜 性後 3別 を用 い て ，in situ ハ イ プ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン を行っ た ． プ ロ
ー ブ は No rthe rnハ イ プ リ
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ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 用 い た の と 同 じ プ ロ ー プ を用 い ，
Ea － 35Sコーd CT Pで ニ ッ ク ト ラ ン ス レ イ シ ョ ン した 一 網
膜の 視細胞内節 お よ び外顆粒層に 多くの ブ レ イ ン が認
めら れ ， 視細胞層に Visinin mR N A が発現 して い る こ
とが わ か っ た く図91．
Vl． 松 果体 に お け る Visinin の 発現 と光 に よ る 誘導
松果体 は， 発生学的に ， ニ ワ ト リに お い て は ， まだ
光受容細胞 と内分泌細胞 が混在 し て い る と言 われ て い
る ． エ ピ ト ー プ選 択法に よ っ て 精製 した visinin 抗体
を用 い ， ニ ワ ト リ松果体 の免疫組織化学 を行 っ た と こ
ろ
，
陽性細胞 が認め られ た く図4 臥bl． つ ま り， 錐体細
胞 に特異的な visinin が 松果体細胞 に も発現 し て い
た ． そ こ で ， ふ 卵直後の ニ ワ トリ よ り ， 松果体 を摘出
し ， D M E Ml10％ F C S申， 10％ C O2 下で ， 一 方は ，
Fig． 9． In situ hybridiz atio n of the r etin a by
u sing a visinin cD N Aprobe． Fr o z e n se ctio n
of 3－day－ 01dchick retina w ashybridized to
35S－labeled visinin cD N A． Afterhybridiz atio n
a nd w a shing， the s e ctio n w a sdip ped in
N T B－2 em ulsio n a nd e xpo s ed fo r2 w e eks at
4OC befor ede v elopm ent． くAli Gie m s a stain ，
bright field illu min atio n． くBli Da rk field
illu min atio n ofthe s a m e s e ctio n． T he r adio－
a ctivity is c o n c entr ated in the in ner segm e nt
くISla nd the o uter n u cle arlayerくON Ll． T he
follo wings a reillu stratedニ工S，in n e r s egm e ntsi
O N L， O ute r n u Clea rlayerこ O P L， O ute r ple xi－
fo r m laye ri INL， in ner n u cle a rlaye rこ IP L，
in n e rple xifor m laye rニ G C L， ga nglio n c ell
layer． T he ba rs a re50FL m －
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4，000ル ク ス の 蛍光燈下 で 培養 し ．
一 方 は ， ア ル ミ ホ
イ ル で 完全 に 遮光 して 培養 した ． 4 日後 に そ れ ぞ れ の
松果 体の Visinin 陽性細胞 を免疫組織化学的に 調 べ る
と ， 明 条件下 で は ， 暗条件下 に 比 べ て 数倍陽性細胞が
増加 して い た く図10 Aト また ， 同 じよう な条件下 に ニ
ワ ト リ を お き ， 松 果体 の Visinin 発 現量 を ド ッ ト プ
ロ ッ ト で 調 べ る と明 条件下 で は 約 3倍 visinin 蛋 白 質
の 発現が増加 し て い た く図 10別 ． 以 上 の こ と よ り ，
visinin は ， 松果 体に お い て ， 直接 の 光受容 に 何 ら か の
形で 関与 して お り ， 光刺激が 数 日 間続 く と visini11 の
形
発現 自体 も増加 し て く る と考 え られ た ． ま た ， 網膜と
同 じ visinin が 松果体 で 発現 して い る か どう か を調べ
る た め に ， ニ ワ ト リ 網 膜 と 松果体 よ り poly くAl
＋
R N A を抽出 し ， No rthe rn ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン
を行 っ た と こ ろ ， 網膜 と 松果体 で は ほ ぼ 同 じ長さ の
m R N A が発現 し て い る こ とが わ か っ た く図10Cl．
考 察
あ る 蛋白質の m R N Aに 対応す る cD N Aをク ロ ー
ニ ン グす る た め に は ， 蛋 白重か ら 一 部の ア ミ ノ 酸配列
10 2 0 40
像
召 空
Fig．10． V isinin in the pin eal body． くAIIm m unohisto che mistry with visinin ofthe
pin e alglands c ultu r ed u nde rlight or da rk c o nditio n s． T he pin e al gla nds fr o m
hatched chicks w e re c ultu r ed under the c o ntin u o u sillu mination of4，000 1u xくal
o rin c o ntin u o u sda rkn e s sくblfo rfo u rdays． くBI Dotblot of visinin pr otein in
the pin e al gla nds． T he hatched chicke n s w e r ek pti
n the lightくLl a nd the
da rkくDlfo rthr e edays and the total pr otein s ofthe pin e als w e reblotted o nto
a nitr 。C ellulo sefilter at lO， 20， 40p g pr otein c oncentr atio n sin e a ch ro w． くCI
No rther nblothybridiz atio n． PolyくAl
＋
RN A fr o m chick r etin a sく1a n el， 1FL gl
a nd pin e al gla ndsく1a n e2， 1 0JL gl w e rede n atured， Sepa r ated on al％ aga ro s e
gel， a nd tran sfe r red to a nylo n filter． T he filter w a shybr
idized with




Visinin cD N Aの ク ロ ー ニ ン グ
を決定 し， それ に 対応す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ
ロ ー
ブを合成 し， CD N A ライブ ラ リ
ー を ス ク リ ー ニ ン グす
るの が
一 般 的で ある ． 残念な が ら ， Visinin の N 末端の
アミ ノ酸配列 を決定す る こ と が で き な か っ た の で ， ユ
gtllに
ニ ワ トリ網膜 m R N Aの CD N A を挿 入 し ，
ガ ーガ ラ ク ト シ ダ
ー ゼ と の 融合 蛋 白質 と し て 発現 さ
せ， それ を抗 visinin 血 清で ス ク リ
ー ニ ン グす る と い
う方法を用 い た ■ 先述 の よう に 抗 Yisi 血 血 清 を用 し
1
た免疫組織化学的研究 よ り ， こ の 血 清中 に は ， カ ル ビ
ンジン と反応す る抗体 が含 まれ て い る こ とが わ か っ て
いたの で ， あ らか じめ ラ ッ トの 腎臓 の 可溶性画分で吸
収した抗体 を用 い て ス ク リ
ー ニ ン グ を行 っ た ． 約 2 X
lO
5 個の ライ ブ ラ リ ー か ら ， 1種類の 陽性 ク ロ
ー ン が
得られ た ． 得 られ た ク ロ
ー ン が ， 網膜 の 錐体細胞 だ け
に発現して お り ， 24 k Da の 蛋白質を コ ー ド して い る こ
とが ， No rthe rn ハ イ プ リ ダイ ゼ
ー シ ョ ン ， in situ ハ
イ プリダイ ゼ ー シ ョ ン お よ び エ ピ ト ー プ 選択法 で 精製
した visinin 抗体 を用 い た We ste rnブ ロ ツ テ ィ ン グ ，
およ び免疫組織化学 で確 か め られ た ． 網膜以 外で は ，
松果体で発現 して い る こ と が ， Norther n ハ イ プ リ ダ
イゼ ー シ ョ ン お よ び免疫組織化学 で 明 ら か と な っ た ．
発生学的に は ， 鳥類 で は松果体 の 光受 容構造 は ， よ
り下等な爬虫類 ， 両生 類 ， 門 口類 な どに 比 べ て か な り
退行してい る と考 え られ い る が ， セ ロ ト ニ ン N－ ア セ
チル トラ ン ス フ エ ラ ー ゼ 清 性 が 日 内変動 す る こ と よ
り
仰 い
， まだ 直接光を認識 す る 能力が あ る と 言 わ れ て
いる ． 実際 ， 松果体 に は ， オ プ シ ン様物質， オ ブ シ ン
キナ ー ゼな ど網膜光受容細胞だ けに み られ る 物質も発
現してい る3 糊 ． ま た ， カ ル ビ ン ジ ン も 松果 体 に 存在 し
てい る叫 ．
培養松果体 に 光を あ て続 け る と visinin 陽性細胞 が
増える こ と か ら ， 直接 光 を感 じる能力が松果体 に 残 っ
てい る と考 え られ た ． 網膜で は visinin の 光に よ る 誘
導がは っ き り しな か っ た が ， こ れ は ， ふ 卵時 に す で に
多量の visinin が発現 し て い る ため ， 光 に よ り多少増
加して も有意な差と し て 検出で き な い た め と 考え ら れ
る． 網膜で の Visinin の 光 に よ る 誘導 をみ る た め に は ，
もっ と早期くニ ワ ト リ胚I の 網膜 を培養 す る 必 要が あ
ると考え られ る ． ま た
， 最近 Ko r e nbrot らは オ プ シ ン
mR NA の 日内変動と光に よ る誘導 を報告し て い る351
が ， Visinin に 関 して も 日内変動を調 べ た が ， 有意な 変
化は認め られ な か っ た ． こ れ は ， Vish in が 細胞質内の
蛋白質で あ るの に 対 し ， オ プ シ ンが 膜蛋白質 で 直接光
を受 ける物質で ある た め ， その m R N Aの 発現量が光
により
，
大きく 変化す るた め か も し れ な い ．
Vis nin は ， ア ミ ノ 酸の 一 次構造 お よ び免疫組織化
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学 よ り ， 錐体細胞 に 存在 す る か レ シ ウム 結合蛋白質で
あ る こ とが 明 ら かと な っ た が ， 実際 ， Visinin が カ ル シ
ウ ム イ オ ン と結合す る こ と を 示 す た め に は visinin 蛋
白質 を精製 す る か ， あ る い は 融 合蛋白質 を 用 い て
Ca十 十 と の 結合実験 をす る 必要 が ある ． 網膜 に は ， そ
の 他の カ ル シ ウ ム 結合蛋 白質と して カ ル ビ ン ジ ン が存
在す る こ と が報告さ れ て い る ． カ ル ビ ン ジ ン は ， 他に
小 腸 ， 腎臓 ， 小脳の プル キ ニ ュ 細胞に も 多く含 まれ て
い るが ， 各臓器で の 機能 は明 らか に な っ て い な い 一 ま
た カ ル レ ナ ニ ン くC alretininl と 呼ば れ るカ ル シ ウム 結
合蛋 白質 も網膜 に 存在す る こ とが 報告さ れ て い る
36I
．
カ ル レ チ ニ ン は ， カ ル ビ ン ジ ン と の ア ミ ノ 酸の相同性
が高 くくへ 58％1， 網 膜で は す べ て の 細胞層 に み ら れ
る ． カ ル レ チ ニ ン の 機能も 現在の と こ ろ不 明で あ る ．
細胞 内に お い て ， カ ル シ ウ ム 結合蛋白質の 機能 は大
きく 分 けて 二 つ 考 えられ る ． 一 つ は ， カ ル モ ジ ュ リ ン
な どの例 に 見 られ る よ う に ， カル シ ウ ム と結合す る こ
と に よ り ， 他の 酵素や蛋白質 の 機能 を調節す る も の ，
もう
一 つ は ど タ ミ ン D依存性 カ ル シ ウ ム 結 合蛋白質
くカ ル ビ ン ジ ン や カル レ チ ニ ン1 の よ う に 細 胞内 カ ル
シ ウ ム の 保持 ， 輸送 ， 緩衝作 用 で あ る ． V isinin は ビタ
ミ ン D依存性 カ ル シ ウム 結合蛋白質と は ホ モ ロ ジ ー は
少な く ， カ ル モ ジ ュ リ ン ， ト ロ ポ ニ ン C と ホモ ロ ジ ー
が 強い こ と か ら ， 視細胞 に お い て ， カ ル シ ウム を介 し
て何 ら か の 蛋 白質の 機能 を調節 して い る可能性が推定
さ れ る ．
Visin in は ， ア ミ ノ酸配列 よ り カ ル シ ウ ム を結合 す
る こ と が 予 想さ れ た が ， 光受 容細胞に の み存在 す る こ
とか ら， 光受容 に 関与す る ， よ り特殊化 さ れ た機能が
考 え られ る ． 実際 ， ふ 卵直後 の ニ ワ トリ松果体 で ， 光
に よ り visinin の 発 現が ， 3倍増加す る こ と か ら ， 光
応答 に こ の カ ル シ ウ ム 結合蛋白質 が何ら か の 形 で 関与
し て い る可能性が高 い と 推定さ れ る ． 光 受 容 と Ca
＋ 十
の 関係 に つ い て ． M atthe w sら






が フ ィ ー ド バ ッ ク的 に 働き ， 得体 及 び 錐体
細胞の 明 順応機構 に 関与 して い る こ と を示 した ． ま た
Ko ch ら
3朗 は微 量 の Ca イ オ ン が 視細胞外節 の グ ア ニ
ル 酸 シ ク ラ ー ゼ を抑制す る こ と を示 し た ． これ ら の こ
と か ら ， Pugh ら
4O，は
， 光受 容に よ り ， CG M P依存性
チ ャ ン ネ ル が 閉 じる と ， 細胞 内の Na
＋
お よ び Ca
＋ ＋ 濃
度が 減少 し ． カ ル シ ウ ム 結合 蛋白質くMlか ら Ca
＋ ＋
が
遊離す る ． こ の Ca
十 十 非結合の M 蛋白質が ， グ ア ニ ル
酸 シ ク ラ ー ゼ を活性化 し ． そ の 結果 cG M P量 が 増加
し
，
CG M P依存性 チ ャ ン ネル が 再び開 き ， 明順 応状態
に な る と い う 仮説 を出 し た ． も し こ の 仮 説 に visinin
が 関与 して い る な ら ば ， Visinin と M 蛋 白質 と の 関係
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に 興味が 持た れ る ．
結 論
ニ ワ トリ 網膜錐体細胞 に 特異的 に 存在 す る 24k Da
の 蛋 白質 visinin の機 能 を 解 明 す る 目的で ， Visinin
cD N Aの ク ロ ー ニ ン グ を行い ， 以 下の 結論 を得た ．
1 ． ニ ワ ト リ 網 膜 入 gtll ライ ブ ラ リ ー を ． 抗
visinin 血清を 用 い て ス ク リ ー ニ ン グ を 行 い ， 一 種 類
の 陽性ク ロ ー ン く入マis41 を 得た ．
2 ． A． vis4 を大腸菌 YlO89に 溶原化 し ， I P T Gで
ガ ー ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ と の 融 合蛋白質 を誘 導 し ，
visinin 抗体で W ester nブ ロ ツ テ ィ ン グ を行な っ た と
こ ろ ， 融合蛋白質 の み が 反応 した ．
3 ． エ ピ ト ー プ選択法で Visinin に 対す る純粋 な抗
体 を作製 し ， ニ ワ ト リ 各組織 か ら の 蛋白質 の We sト
e r nブ ロ ツ テ ィ ン グ を行 なう と ， 網膜の 24kDa 蛋 白質
の み が反 応 した ． ま た ， こ の 抗体 を使 い ， 免疫組織化
学 を行な う と ， 網膜の錐体細胞 及 び 松果体に 染色が認
め ら れ た が ， 小脳や 腎臓に は み られ なか っ た －
4 ． V isinin cD N A を プロ ー ブ に して ， No rthe rnハ
イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン を行 なう と ， 網膜 の 約 1 2Sく約
1，000ヌ ク レ オチ ド1の m R N A との み ハ イ プ リ ダイ ズ
し， 他の 組織く脳 ， 肝 ， 心 ， 腸 お よ び 削 と は反応 しな
か っ た ．
5 ． Visinin cD N Aを プ ロ
ー ブ に して ， 網膜 の in
situ ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン を 行 な う と ， 視 細胞内
節 句 外顆粒層に か け て グ レ イ ン が 多数認 め ら れ た ．
6 ． V isinin cD N A プロ ー ブ を 用 い て の So uthe r n
プ ロ ッ ト解析 か ら ， Visinin 遺伝子 が ， ニ ワ トリ ゲ ノ ム
中に 単 一 コ ピ ー と して 含ま れ て い る こ とが 示 され た ．
7 ． Visinin cD N Aの 塩基配列決定 よ り ， Visinin
が
，
192個の ア ミ ノ 酸か ら な る分子 量22，4 52 ダル ト ン
の 蛋白質 を コ ー ド し て い る こ と が明 ら か と な っ た ■
8 ． 推定蛋白質の ア ミ ノ 酸配列 よ り ， Visil血 が カ ル
モ ジ ュ リ ン や ト ロ ポ ニ ン C と相 同性 が あ り ， 少な く と
も 2個 の E－F ハ ン ド を持つ か レシ ウ ム 結 合 蛋 白質 で
あ る と 予想 され た ． しか し ， カ ル ビ ン ジ ン との 有意な
相同性は認 め られ なか っ た ．
9 ． Visinin は松果 体 に も発現 して お り ， 培養 松果
体 に 光 を当て 続 け る と 暗所 で 培養 し た 場合 に 比 べ て
visinin 陽性細胞が増加 した ． ま た ， 同 じよ う な 条件下
に お い た ニ ワ ト リ松果体の Yisinin 童 を ド ッ ト プ ロ ッ
トで 調 べ る と ， 約 3倍増如 して い た ． ま た ， 松果体 に
発現 して い る Visinin mR N A は， 網膜 と ほ ぼ同じ で あ
る こ とが No rther nプ ロ ッ トで 確か め られ た ．
10． 以 上 の 結果よ り ， Visinin は ， 網膜光受容細胞 お
形
よ び松果体 に 存在す る カ ル シ ウ ム 結合蛋白質 で ． 光に
よ り誘導さ れ る こ と か ら ， 錐体細胞 で は カ ル シ ウムを
介す る光変換 に 関与 して い る 可能性が 示 唆さ れた ．
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cD N A Clo ning
． and C ha r a cte rizatio n of P hoto r ec eptor－ BPe Cific Pr otein Visinin
Kana t oY a m agata， Depar m ent of P har macology， Canc er Res e arch Institute， Scho ol of
M edicin e， Kanaza wa Univ ersityi Kanazaw a 92 0
－ J． Ju zen M ed． Soc． ， 98， 658 － 6 73り9891
Key w o rds photo r e c epto r c ells， CD N AcIo ning， Calciu m
－bindingJ phototr a n sduction ，
VISl nln
A bstr a ct
Visinin is aphotorec eptorくc on ec ellトspecific pr oteinくm ole c ular w eight2 4，0 0 0， pI5．51
w hich ap pe a rs in the re tina a t the 1 4th day chick em bryo a nd gradua11y in crea s es with
e mbryo nic age． In order to inv estigate the fu n ction of visinin， the visinin cD N Aw as
isolated fr om a chick retin al 入gtllcD N A library， by using antトvisinin seru m ． About
20 0， 0 0clon es wer e s cr eened a nd fo ur positive clone s which c ont ained the s am e cD N A
inse r tw ere obtained ． One of these positive phagesく入 vis41 w as lysogeniz ed into Y1 08 9．
When the P －galact osidas e－ Visinin fu sion pr otein indu c ed by isopr op yl P
－ D － thiogala cto
－
p yr a n o side was r eacted with anti
－ Visinin s e r u m， O nly the fu sio n pro tein w a sdete cted
．
o n
W e ster n blot a n alysI S． T he fu sio n pr otein w as als o u s ed for pu rifying epitope
－
S ele cted
a nti－ Visinin a ntibody． T he pu rified visinin a ntibody r e a cted o nly with a r etin a1
24 k Da
pr otein くvisininl o n W e ste r n blotting and stain ed the in n e rsegm e nts of chick re tinal
photor ec eptor ce11sin im m u n ohisto chemistry． In No the r nblot analysis， Visinin m R N Aw
as
e xpr es sed o nly in the r etina － T he siz e of the m R N Aw a s abou tl，0 00n u cle otides． In in
situhybridiz atio n e xperim e nt， Visinin m R N Aw a s m o stly distributed in the inne r s egm en tS
and o u ter n u cle a rlaye r of the r etin a． The ful トIe ngth of visinin cD N Aく入 vis2 41 w as
V isinin cD N Aの ク ロ ー ニ ン グ 673
is olated from an othe r cD N A library． T he n u cle otide sequ e n c eof visinin cD N A im plied
that visinin ha s atle as t tw o E － F hand str uc tu r es a nd is a c alciu m －binding pr otein ． V isinin
w as als ofou nd tobe expressed in the pin eal body． W hen the pineal glands from hatched
chicke n s w e r ec ultu r ed u nde r abo ut 4，00 0 1u x light for fou r days， the visinin － pO Sitiv e
pl n ealocytes significantly l n C reaSed as co m pa red to thos ein darkn ess． T hese resultssug ge st
that visinin is a photorecepto r－SpeCific calciu m rbindinB prO tein and is r elated to the
phototra nsdu ctio n m echa nis m in the c o n e c e11s．
